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La presente invention concerne un proced6 de preparation d'un extrait contenant un 
5 melange de madecassoside et de terminoloside, un extrait de Centella asiatica 
comprenant pins de 95% en masse d'un melange de madecassoside et de terminoloside 
par rapport au poids total de 1* extrait et son utilisation dans la regulation des 
mecanismes inflammatoires. 

10 Centella asiatica, encore connue sous le nom de Violette marronne (He de la Reunion) 
de Gotu Kola ou d'Indian Pennywort (Inde) ou de Centella repanda (Amerique du 
Nord) et de Talapetraka (Madagascar), est une herbe polymorphs qui pousse k Tetat 
sauvage dans des nSgions humides et ombragees a une altitude ideale de 600 metres. 
Centella asiatica appartient a la famille des Ombelliferes (Apiacees), particulierement § 



15 la sous famille des Hydrocotyles. Centella correspond au nom du genre de la plants 



alors que asiatica correspond a son espece. Centella asiatica inclut trois varietes; 
denommees Typica, Abyssinica et Floridana. i% 



20 presente des utilisations varices et diverses selon les pays. Elle est particulierement 
int6ressante pour ces proprietes cicatrisantes, sedatives, analg6siques, anti-depressives, 
anti-virales et anti-microbiennes. Elle est generalement utilisee par voie topique ou par 
voie orale. 

Paradoxalement, rapparition de Centella asiatica dans la medecine moderne 
25 occidentale flit tardive, puisqu'elle ne fit son entree au Codex qu'en 1884, et que le 
premier extrait sec ne fut r6alise qu'en 1941. 

Les actifs de Centella asiatica sont des triterpenes pentacycliques, qui se trouvent a 
Tetat de genines, ce sont les acides asiatique et mad6cassique, et d'heterosides, ce sont 
Fasiaticoside et le mad6cassoside. 
30 Les molecules d'asiaticoside, de madecassoside, d'acide asiatique et decide 
mad6cassique participent aux defenses naturelles de la plante. Pour pouvoir exploiter 
industriellement les actifs de Centella asiatica de manfere satisfaisante, il est done 




Centella asiatica est connue et utilisee par les medecines traditionnelles malgache, 
indienne, chinoise, amerindienne ou indonesienne depuis plus de 3000 ans. Elle 
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indispensable de collecter la plante a Petat sauvage, un stress environnemental 6tant 
n6cessaire pour que cette plante vivace presente une teneur en triterpenes importante. 
Les heterosides de Centella asiatica, madecassoside et asiaticoside, sont des complexes 
sucr6s qui constituent les formes de r6serve de Tacide maddcassique et de Tacide 
5 asiatique de la plante, synthetises essentiellement, en saison humide. L'agression de la 
plante par des bact6ries, des levures ou des champignons active les hydrolases 
liberatrices des g6nines. 

Les molecules triterpeniques sont particulierement interessantes du fait de leur action 
r6gulatrice et activatrice de la synthase de collagenes. Les genines et heterosides 
10 extraits de Centella asiatica favorisent notamment la synthese des collagenes 1 et 3. 
Ces actifs sont utilises dans le domaine pharmaceutique principalement pour faciliter la 
cicatrisation et dans le traitement de Finsufftsance veineuse, lis sont utilises dans le 
domaine cosmetique principalement en tant qu'agent anti-rides et anti-cellulite. 

15 Les actifs de Centella asiatica les plus couramment utilisdes dans Tart anterieur sont 
les acides asiatique et madecassique, ainsi que P asiaticoside. Le madecassoside 6tant 
tres soluble dans Peau, il est le plus sou vent entrame dans les eaux de lavage au cours 
des precedes d'extraction classiques des actifs liposolubles. 

20 Les proc6des de Tart ant&ieur permettent Fobtention d'un m61ange d' asiaticoside et de 
madecassoside. Ce melange comprend environ 25% en poids d'asiaticoside, 60% en 
poids de madecassoside et 15% en poids de produits secondaires, principalement 
constitues d'acides gras et d'osides, par rapport au poids total du m61ange. 
D'autres precedes de Tart anterieur permettent aussi Pobtention de mad6cassoside pur 

25 a 81 % en poids par rapport au poids total de Fextrait, ledit extrait comprenant en outre 
des isomeres proches du madecassoside, des acides gras, principalement des acides 
linoleique, linolenique, palmitique ou ol6ique, et des sucres tels que des osides. 

De maniere surprenante, la demanderesse a mis au point un nouveau proc6de 
30 d'extraction qui permet Fobtention d'un melange de madecassoside et d'une nouvelle 
molecule que Ton a appel6 terminoloside, ledit melange etant pur k plus de 95% en 
masse par rapport au poids total du m6lange. 
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De la meme maniere, la demanderesse a decouvert un extrait de Centella asiatica 
comprenant un melange de madecassoside et de terminoloside. 

De maniere surprenante, la demanderesse a egalement d6couvert que le melange de 
madecassoside et de tenninoloside extrait des parties a&iennes de Centella asiatica 
5 pouvait etre utilis6 dans un medicament pour reguler les mecanismes inflammatoires. 
En outre, le melange de madecassoside et de terminoloside extrait des parties aeriennes 
de Centella asiatica peut 6galement etre utilise dans une composition cosm6tique pour 
prevenir et retarder le vieillissement premature de la peau. 

10 Dans le cadre de la presente invention, on entendra par terminoloside la molecule 
chimique de nom general 2a, 3ft ft 23-tetrahydroxy ol6a-12-ene 28-oate de l[Oa-L- 
rhamnopyranosyl-(l -4)-0-|S-glucopyranosol-(l -6)]-0-/?-D-glucopyranose. 
Cette molecule presente le meme enchainement sucr6 que le madecassoside, k savoir 
un enchainement glucose-glucose-iiiamnose. La structure du cycle terp&rique du 

1 5 terminoloside correspond k celle du cycle terpenique de l'acide terminolique. & 
Le terminoloside est ainsi un isomere de position du madecassoside, -v 
Cette molecule n'a jamais ete isolee dans Tart anterieur. 

De plus, le terminoloside n'a jamais ete cite comme etant xm extrait eventuel de 
Centella asiatica et, par voie de consequence, aucun procede detraction de 
20 terminoloside a partir de Centella asiatica n'est connu. 

Dans le cadre de la presente invention, l'extrait tel que defini est constitue d'un 
melange de deux molecules d'origine naturelle qui sont le madecassoside et le 
terminoloside en melange. 

25 

La pr6sente invention a ainsi pour objet un procede de preparation d 7 un extrait 
contenant un melange de madecassoside et de tenninoloside, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) extraction des parties a6riennes de Centella asiatica au moyen d'un solvant 
30 alcoolique ; 

b) passage sur rfeine anionique de la solution alcoolique obtenue k T6tape a) ; 
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c) delipidation selective par extraction liquide/liquide de l'eluat obtenu a l'etape 
b); 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipid6e jusqu'en phase aqueuse 
avec filtrations successives ; 

5 e) passage successif sur rfeine cationique puis sur resine anionique de la phase 

aqueuse obtenue a l'etape d) ; 

f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue a l'etape e) par addition d'alcool ; 

g) chromatographic s61ective de la phase hydro-alcoolique pr6-purifiee obtenue 
k l'6tape f) ; 

10 h) recuperation du melange de madecassoside et de teirninoloside dans sa forme 

finale. 

L'extraction des principes actifs de la plante de Centella asiatica est r6alis6e 
avantageusement a partir des parties aeriennes de la plante, dans le but principal de ne 
15 pas deteriorer ses racines et ainsi de permettre le renouvellement naturel de cette plante 
vivace. 

Dans une variante avantageuse du precede selon 1'invention, les parties aeriennes sont 
mises k macerer dans un solvant alcoolique avant l'etape d'extraction. Les solvants 
alcooliques, qui peuvent etre utilises selon la presente invention, sont ceux 
20 traditionnellement usites par Fhomme du metier, tel que Tethanol et notamment 
rethanola70%. 

La solution alcoolique ainsi obtenue est ensuite puriftee au moyen d'un passage sur 
une r6sine anionique. 

25 La resine anionique utilisee dans le precede selon Tinvention est avantageusement une 
r6sine anionique forte poss6dant des groupements fonctionnels du type ammonium 
quaternaire. 

Ce passage de la solution alcoolique sur une resine anionique permet le pi6geage des 
substances anioniques secondaires, notamment des substances phenoliques. 
30 Selon une variante avantageuse du precede selon Tinvention, la solution alcoolique 
obtenue suite k l'etape a) est clarifiee avant de passer sur la r6sine anionique. Cette 
6tape avantageuse de clarification consiste k ajouter k ladite solution alcoolique une 
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solution de base forte, telle qu'une solution d'hydroxyde de sodium, et du charbon 
active. L'ajout de bases fortes permet la precipitation, et ainsi 1'elimination par 
filtration, des metaux et des autres substances presentes susceptibles de r6agir avec ces 
bases fortes. L'ajout de charbon activ6 permet en plus de ddcolorer, en la purifiant, la 
5 solution alcooloque de fixer des acides gras ou des produits d'oxydation. 

Suite a l'6tape b) de passage sur resine, avantageusement precedee d'une etape de 
clarification, l'eluat obtenu est purifie de ces fractions grasses. Pour cela, il est soumis 
a une extraction liquide/liquide. Le solvant d'extraction utilise est un solvant apolaire, 
avantageusement un alcane tel que l'heptane. Tous les procedes d'extraction 
liquide/liquide connus de l'homme du metier peuvent Stre mis en place dans le cadre 
du present procede selon l'invention. Notamment, ladite extraction peut 6tre une 
centrifugation. 

Le madecassoside etant hydrosoluble, on reeupSre la phase hydro-alcoolique. 

15 

La phase hydro-alcoolique ainsi obtenue est ensuite concentree jusqu'en phase aqueuse : 
et filtree successivement, avantageusement plusieurs fois de suite, pour permettre lav 
precipitation des compos6s insolubles dans la phase aqueuse. 

Suite a ces premieres Stapes du procede selon l'invention, on obtient une phase 
20 aqueuse dans laquelle les deux het6rosides connus de Centella asiatica, a savoir 
l'asiaticoside et le mad6cassoside, ainsi que le terminoloside sont solubles. 



Cette phase aqueuse est ensuite purifiee par passage successif sur une r6sine cationique 
puis sur une rSsine anionique. 
25 Avantageusement, la r6sine cationique utilis6e est une r6sine cationique forte 
poss6dant des groupements fonctionnels du type sulfonates. 

De maniere avantageuse, la resine anionique utilis6e est une r6sine anionique forte 
poss6dant des groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. 
Dans le cadre du proced6 selon l'invention, 1'ordre des resines echangeuses d'ions est 
30 important afin d'am61iorer la fixation de fractions acides r6siduelles. 
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La phase aqueuse ainsi obtenue est ensuite stabilisee par ajout d'alcool. On obtient 
alors une phase hydro-alcoolique pre-purifi6e dans laquelle les deux h6terosides 
connus de Centella asiatica et le terminoloside sont solubles. 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, suite aux passages successifs sur resine 
5 cationique puis anionique de Petape e) et avant Tetape f), la phase aqueuse obtenue est 
aussi mis a passer au travers de charbon active. Le charbon active permet ainsi le 
captage des composes phenoliques secondaires responsables de la coloration de la 
solution* 

Selon une autre variante avantageuse de Pinvention, la phase aqueuse obtenue suite a 
10 T6tape e), avant T6tape f), et eventuellement suite a une etape de passage sur charbon 
active, subit une ou plusieurs 6tape(s) de concentration. 

La phase hydro-alcoolique pre-puriftee ainsi obtenue est ensuite purifiee par 
chromatographic selective. La technique de chromatographic s61ective est bien connue 
15 de rhorame du metier. Elle permet de separer les molecules selon leur affinite avec la 
phase stationnaire. 

Dans le cadre de la presente invention, l'eluant utilis6 lors de la chromatographic 
s61ective est un solvant polaire. Avantageusement, le solvant est un melange d'eau et 
d'ethanol dans des proportions en eau/ethanol variant de 50/50 & 90/10 et typiquement, 

20 75/25 en volume / volume. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, la phase stationnaire utilisee lors de la 
chromatographic selective est une phase stationnaire apolaire. Avantageusement, la 
phase stationnaire est constitute de silices apolaires greffees. Les greffons apolaires 
ont avantageusement 2 a 18 atomes de carbone, et encore plus avantageusement 12 k 

25 18 atomes de carbones. 

Suite a ces etapes de proced6, un m61ange de madecassoside et de terminoloside est 
obtenu. 

Avantageusement, ce m61ange est obtenu avec une purete superieure a 95% en masse 
30 par rapport au poids total de Textrait. 
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La presente invention a egalement pour objet un extrait de Centella asiatica susceptible 
d'etre obtenu par le procede tel que d6crit precedemment et contenant plus de 95% en 
masse d'un melange de mad6cassoside et de terminoloside. 

Selon une variante avantageuse de 1'invention, le melange de mad6cassoside et de 
5 terminoloside a un rapport massique en mad<§cassoside par rapport au totum compris 
entre 30% et 70% en masse de madecassoside. 

Avantageusement, r extrait selon 1'invention est un agent anti-inflammatoire et 
immuno-modulateur. 

10 

La presente invention a aussi pour objet un medicament comprenant un extrait de 
Centella asiatica tel que decrit precedemment et un support pharmaceutiquement 
acceptable. 

Lorsqu'un corps Stranger, tel qu'une bacterie ou un virus, penetre dans notrd 
15 organisme, ce dernier met en marche un systeme de defense, appele system^ 
immunitaire, pour le combattre. Le systeme immunitaire doit eliminer le corps etranger 
sans pour autant detruire son propre organisme. Dans une maladie auto-immune, le> 
systeme immunitaire ne recommit plus comme siennes certaines structures « de soi >> 
de Torganisme, il se deregle et devient capable d'agresser ces structures « de soi ». 
20 Dans le cas particulier du psoriasis, les antig&ies de rorganisme, circonvenus par la 
d6fense immunitaire, agressent la peau du sujet, ce qui entrame une derive 
inflammatoire. L'hyperreaction du systeme regulatoire entrame une hyperproliferation 
des keratinocytes et done la formation de plaques tres epaisses et non homogenes de 
keratinocytes et de comeocytes. 
25 Le medicament selon 1'invention est destine a inhiber la production pathologique des 
defenses immunitaires. 

Ledit m6dicament est avantageusement destine a reguler les mecanismes 
inflammatoires. 

De maniere encore plus avantageuse, ledit medicament est destine au traitement des 
30 maladies auto-immunes, des maladies inflammatoires chroniques ou des maladies 
intestinales. 
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Avantageusement, ledit medicament est destine au traitement du psoriasis, du vitiligo, 
du pityriasis, des scleroderaiies, des dermatoses bulleuses ou de rarthrite rhumatoide. 
Dans le domaine de la dermatologie, Ie medicament selon 1' invention est aussi destine 
a la prevention et au traitement des derives inflammatoires chroniques liees au 
5 vieillissement et ses consequences. 

Ledit m6dicament est avantageusement destine k la prevention et au traitement des 
maladies choisies parmi les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies 
pigmentaires de la peau., Fhypervascularisation dennique et les fissurations 
inflammatoires. 

10 Ledit medicament est aussi avantageusement destine k reguler Fhomeostasie tissulaire 
deimique, via une protection et une stimulation cellulaire ayant pour consequence 
Fameiioration de la matrice extra-cellulaire contribuant au dialogue dermo- 
epidermique. 

15 

La presente invention a aussi pour objet une composition cosmetique comprenant un 
extrait de Centella asiatica tel que decrit precedemment et un support cosmetiquement 
acceptable. 

Ladite composition cosmetique est utilisee avantageusement pour prevenir toute derive 
20 pathologique auto-immune pouvant resulter du vieillissement naturel de la peau. 

Ladite composition cosmetique est egalement utilisee avantageusement pour retarder le 
vieillissement naturel au niveau de Fameiioration de la fonctioxmalite cellulaire. 
Ladite composition cosmetique est utilisee encore plus avantageusement pour prevenir 
le vieillissement acceiere de la peau soumise aux agressions exterieures, notamment 
25 pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau. 

Le milieu exterieur agresse en permanence la peau, que ce soit via un rayonnement 
ultraviolet ou via le rayonnement emis par les lampes a decharge ou les divers 
antigenes atmospheriques naturels ou existants du fait de Factivite humaine, la 
pollution urbaine, etc., ce qui engage des processus biologiques d' acceleration du 
30 vieillissement naturel. Le systeme anti-inflamrnatoire est ainsi en action de maniere 
permanente, ce qui entraJne une acceleration du renouvellement des keratinocytes de la 
peau, voir une hyperproliferation, aggravant Fentropie du tissu par une surexpression 
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de prot6ines specifiques et a terme une deperdition de fbnctionnalite. La cons6quence 
en est, un renouvellement epuisant des rdserves naturelles de cellules de keratinocytes 
et Tentramement d'un vieillissement premature de la peau. 

L'utilisation cosm6tique de la composition selon Tinvention pennet avantageusement 
5 d'inhiber les desordres inflammatoires et ainsi de prevenir le vieillissement de la peau 
Le medicament ou la composition cosm6tique se presente avantageusement sous une 
forme solide, pateuse ou liquide. 

Avantageusement selon la presente invention, le medicament ou la composition 
cosmetique est formulSe pour erre" administre par voie topique, orale, sous-cutan6e, 

10 injectable, rectale et genitale. 

De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le medicament ou la 
composition cosmetique est formule pour etre administre par voie topique, ledit 
medicament ou ladite composition se presente sous forme de solution aqueuse, de 
creme blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de serum, 

1 5 de pate, de mousse, d'aerosol, de shampoing ou de stick. 

De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le medicament ou la - 
composition cosmetique est formule pour etre ad^ninistr6 par voie orale, ledit 
medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme de solution aqueuse, 
emulsion, comprimes, gelules, capsules, poudres, granules, solutions ou encore de 

20 suspensions orales. 

De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le medicament ou la 
composition cosmetique est formula pour etre administre par voie sous-cutanee, ledit 
medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme d'ampoules 
injectables st6riles. 

25 De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le medicament ou la 
composition cosmetique est formul6 pour 6tre administre par voie rectale, ledit 
medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme de suppositoires. 
De maniere avantageuse selon la presente invention, lorsque le medicament ou la 
composition cosm6tique est formule pour Stre administre par voie genitale, ledit 

30 medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme d 'ovules. 
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La quantite du medicament selon Tinvention a administrer depend de la gravite et de 
l'anciennete de Paffection traitee. Naturellement, le medecin adaptera aussi la 
posologie en fonction du malade, 

Le traitement de patients souffirant d'une maladie auto-immune, par Pextrait de 
5 Centella asiatica contenant plus de 95% en masse du melange de mad6cassoside et de 
terminoloside par rapport au poids total du melange, consiste notamment en 
Fadministration topique dudit medicament a raison de 1 a 3% en poids, par rapport au 
volume de Texcipient, dudit extrait dans le vehicule transdermique, par jour en une ou 
plusieurs fois. 

10 D'une maniere particulierement avantageuse, T administration dudit medicament a des 
doses telles que definies ci-dessus est r6partie en 1 a 3 administrations quotidiennes. 

Les exemples suivant illustrent Pinvention sans toutefois en limiter la portee. 
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Exemple 1: composition d'une crfeme de soin cosmetique selon Pinvention 



Ingredients : INCI 


A w/w % 


Extrait selon Tinvention 


1.0% 


Beheneth - 10 


1.5 % 


Beheneth - 25 


1.5% 


Dycaprylyl Carbonate 


5.0% 


Hexyl Laurate 


i 5.0% 


Isohexadecane 


5,0% 


Cetearyl Isononaoate 


5.0% 


Dimethicone 


1.0% 


Behenyl Alcohol 


2.0% 


Hydrogenated Vegetable Glycerides 


2.0% 


Phenoxyethanol & parabens 


0.5% 


Tocopheryl Acetate 


0.5% 


Eau demineralisee 


qsp 100 


Glycerin 


3.0% 


Butylen Glycol 


2.0% 


Xanthan gum 


0.1% 


Carbomer 


0.2% 


Exemple 2; composition d'une creme de soin cosmetique selon Pinvention 




Ingredients : INCI 


w/w % 


Extrait madecassoside/terminoloside 


1% 


Cetearyl Glucoside & Cetearyl Alcohol 


5.0% 


Caprylic/Capric Trygliceride 


5.0% 


squalane 


5.0% 


Cetearyl Isononanoate 


3.0% 


Dimethicone crosspolymere 


2.0% 


Stearyl Alcohol 


1.5% 


Dycaprylyl Carbonate 


5.0% 


Parabens 


0.1% 


Eau d6mineralisee 


qsp 100 


Phenoxyethanol & Parabens 


0.5% 


Glycerine 


2.0% 


Carbomere 


0.3% 


PEG 32 


2.0% 


Xanthan Gum 


0.2% 


Aluminium starch octenylsuccinate 


2.0% 
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Exemple 3 : Procede d'extraction d'un melange de madecassoside et de 
terminoloside pur k plus de 95% en masse par rapport au poids total de Textrait : 

a) D6fecation et purification sur colonne du jus alcoolique initial 

5 

Les parties a6riennes de Centella asiatica utilis6es dans cet exemple comprennent les 
feuilles avec environ 2 a 3 cm de tige. 

250 kg de parties aeriennes de Centella asiatica sont separes en trois lots de quantites 
egales. 

10 

Les principes actifs de Centella asiatica sont extraits de ses parties aeriennes selon le 
principe de F extraction a contre-courant. Un lot de parties aeriennes de Centella 
asiatica neuves, c'est-a-dire n'ayant encore subi aucune maceration ni aucune filtration 
et done tres riche en principes actifs, est extrait une fois avec un jus de deuxi&ne 

15 extraction, e'est-a-dire un solvant appauvri en presque sature en principes actifs. Le jus 
ainsi obtenu, que Ton appelle jus final, est ensuite directement envoye dans une cuve 
de defecation. Le lot est ensuite soumis k une deuxieme extraction avec un jus de 
premifere maceration, c*est-&-dire un jeu moins charge que le jus utilise precedemment 
et done apte a solubiliser plus de principes actifs. C'est ce jus qui sert de jus de 

20 deuxi&ne extraction. Le lot est enfin soumis a une troisi^me extraction avec un solvant 
neuf et ainsi apte a solubiliser les dernier pourcentages de principes actifs encore 
presents dans le lot. C'est ce jus qui sert de jus de premiere extraction. 
Dans le cadre de cet exemple le solvant de maceration et de filtration utilise est de 
l'ethanol k 70%. Pour 250 kg de parties aeriennes de Centella asiatica, on utilise 1600L 

25 d'ethanoU70%. 

Suivant si Petape precedente d'extraction est realisee en cuve statique ou en cuve 
dynamique, le temps de maceration des parties aeriennes de Centella asiatica dans 
Tethanol k 70%, plus ou moins sature en principes actifs, varie de un jour a quelques 
heures. Dans le cas particulier de cuves dynamiques chauffees a une temp6rature de 

30 60°C, le temps de maceration est de deux heures. 
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On ajoute ensuite au jus final 10 L (Tune solution d'hydroxyde de sodium a 30 % puis 
10 kg de charbon active, qui permetpar agitation de decolorer la solution. 
La solution est laiss6e sous agitation 40 minutes puis elle est filtree. 
On passe le filtrat a travers une rSsine anionique forte, possedant des groupements 
5 fonctionnels du type ammonium quaternaire, a un dSbit de 300L/h. 

L'eluat hydro-alcoolique ainsi obtenu est ensuite neutralise par l'hydroxyde de sodium 
k un pH apparent compris entre 5,3 et 6,9 puis soumis a une extraction liquide/liquide 
qui est avantageusement centiifuge, par de l'heptane. 

La phase d6graiss6e ainsi obtenue est concentr6e au moyen d'une Evaporation continue 
10 sous pression r6duite k une temperature ne depassant pas 70°C. Cette concentration 
permet d'eliminer l'asiaticoside contenu dans la phase d6graissee. On concentre 
jusqu'a recuperer un volume d'ethanol correspondant a environ 90% en volume du 
volume initial de la phase d6graissee et jusqu'd. la precipitation dans la phase 
degraissee de l'asiaticoside. Cette phase est ensuite filtree et on recupere les eaux%? 
15 mferes. Le madecassoside est tellement hydrosoluble qu'il solubilise environ 20% en* 
masse de l'asiaticoside ayant precipite lors de 1'etape precedente de concentration. & 

b) Stapes de preparation d'une phase hydro-alcoolique pr6-purifi6e 

20 La phase aqueuse concentree recuperee est purifiee par passage sur r6sine cationique 
puis sur resine anionique. 

La resine cationique est une resine cationique forte possedant des groupements 
fonctionnels du type sulfonates 

La r6sine anionique est une resine anionique forte possedant des groupements 
25 fonctionnels du type ammonium quaternaire. 

L'eluat ainsi obtenu est une phase hydroalcoolique qui est ensuite neutralis6e par 
Tacide chlorhydrique k un pH compris entre 6,75 +/- 0,25 et decolorSe par passage sur 
du charbon active. 

La solution ainsi obtenue est filtree puis concentree, en reacteur sous pression reduite, 
30 jusqu'i Pobtention d'une phase aqueuse selon le meme principe que la concentration 
prec6dente. Elle est ensuite r6ajust6e par ajout d'dthanol afin d'obtenir une solution 
hydro-alcoolique stabilis6e ayant une teneur en matieres sdches de 200 g +/- 20 par 
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litre et un pourcentage d'alcool de 35% +/- 3,5 % volume / volume On obtient ainsi 
une phase pr6-purifi6e riche en madecassoside et en terminoloside et contenant encore 
de Fasiaticoside. 

5 c) Etape de purification 

La phase hydro-alcoolique pre-purifi6e ainsi obtenue est ensuite soumise k une 
s6paration par chromatographie selective. 

Lors de cette chromatographie selective, la phase stationnaire utilis6e est une phase 
10 constitute de silices apolaires greffees, les greffons apolaires ayant 18 atomes de 

carbone et mesurant lOjuzn. Le solvant utilise est un melange d'eau a 65% en volume et 

d'6thanol k 35% en volume par rapport au volume total du melange. 

L'eluat ainsi obtenu est ensuite concentre, seche, broye. Ces diff&rentes etapes 

permettent Pobtention d'un extrait sec de Centelia asiatica. 
15 L' extrait sec contient 99,8% en masse, par rapport au poids total de Pextrait, d'un 

melange 5 1 :49 en masse de madecassoside et de terminoloside. 

Exemple 4 : evaluation des effets modulateurg du melange de madecassoside et de 
20 terminoloside vis-a-vis de la croissance cellulaire de keratinocvtes humains 
hyperprolif6ratifs : 

Dans cet exemple ainsi que dans les exemples suivants, Textrait contient 99.8 % du 
melange de madecassoside et de terminoloside en poids selon Finvention par rapport 

25 au poids total de V extrait ; ledit melange contenant 51% en poids de madecassoside et 
49% en poids de terminoloside, par rapport au poids total du melange. 
U extrait selon Tinvention contenant principalement le melange de madecassoside et 
de terminoloside, ledit extrait sera indifferemment d6signe, dans cet exemple ainsi que 
dans les exemples suivants, sous Pexpression un melange de madecassoside et de 

30 terminoloside ou sous Pexpression un melange selon Finvention. 
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Le sujet de cet exemple est d'evaluer les effets modulateurs du melange de 
madecassoside et de terminoloside vis-£-vis de la croissance cellulaire des 
keratunocytes humains hyperproliferatifs. 

L'exemple a ete realise sur des keratinocytes humains HaCaT stimul6s par le 
5 Keratinocyte Growth Factor (ci apres d6nomme KGF) et/ou l'Elastase Humaine 
Leucocytaire (ci aprfes denommSe EHL). 

a) Etude de la cytotoxicity du melange de madecassoside et de 
terminoloside 

10 

Cette etude de cytotoxicite consiste k determiner la dose maximale de produit 
n'entrainant pas de toxicite cellulaire. La cytotoxicite a ete etudiee sur des 
keratinocytes humains HaCaT ensemences dans des plaques 96-puits k raison de 
20x1 0 3 , gamme large, et 10*10 3 , gamme restreinte, cellules par puits. La viability 

1 5 cellulaire est Svaluee par un test colorimetrique au Rouge Neutre. 

Le Rouge Neutre est un colorant faiblement cationique qui penetre les membranes:? 
cellulaires par un phenomene de diffusion non ionique et qui se fixe au niveau 
intracellulaire sur les groupements phosphate et/ou carboxylique de la matrice 
lysosomiale. Des modifications dans l'accumulation et la retention du Rouge Neutre 

20 sont observees lorsque les membranes cellulaires sont endommagees. La densite 
optique de la solution obtenue apr&s incubation des cellules en presence de Rouge 
Neutre est done proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

Une gamme large de 9 concentrations, de 0,001 a 1 mg/ml, a ete testae dans un premier 
temps. Les differentes solutions-tests ont ete preparees dans du milieu DMEM, 

25 Dubelco Modified Essential Meduim, additionn6 de 10% en volume de SVF, serum de 
veau foetal. Apr&s 24 heures de contact, les concentrations inf6rieures ou egales a 1 
mg/ml n'induisent aucune modification significative de la reponse cellulaire vis-a-vis 
de Rouge Neutre. Une tres faible diminution de la capture du Rouge Neutre, 
correspondant k 10% d'inhibition, est observee uniquement k la plus forte 

30 concentration testde de 1 mg/ml. 

A partir de ces resultats, une gamme restreinte, entre 0,05 et 5 mg/ml, a ete etablie afin 
de pr6ciser la dose maximale non cytotoxique. La viabiiite cellulaire est 6valuee par un 
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test colorimetrique au Rouge Neutre, aprfes 72 heures d'incubation. Les resultats 
confinnent la non toxicite des concentratioBs inferieures ou egales a lmg/mL A partir 
de 1 mg/ml, on observe un 16ger effet cytotoxique dose-d6pendant. La plus forte 
concentration test6e, 5 mg/ml, ihhibe de 43% la reponse cellulaire vis-a-vis du Rouge 
5 Neutre. 

Une seconde gamme restreinte comprise entre 0,075 et 5 mg/ml a ete testae. L'essai a 
ete realise sur des cellules HaCaT, apres solubilisation du melange de madecassoside 
et de terminoloside dans du dim6tfiylsulfoxide, ci aprfes denomme DMSO, a une 
concentration de 1%. La viabilite cellulaire est 6valuee par un test colorimetrique au 
10 Rouge Neutre, apres 72 heures d'incubation. Les resultats obtenus sont similaires a 
ceux enregistres en absence de DMSO. 

Le tableau ci-dessous regroupe Fensemble des resultats, la viabilite cellulaire est 
exprimee en pourcentage de Fessai temoin. 

15 



Concentration 
(mg/ml) 


0,05 


0,075 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


Gamine large 
(24h) 


102% 


n.t. 


105% 


n.t. 


100% 


n.t. 


90% 


n.t. 


n.t. 


Gamme 
restreinte n°l 
(72h) 


99% 


100% 


98% 


99% 


97% 


96% 


91% 


80% 


57% 


Gamme 
restreinte n°2 
(72h) 


n.t. 


102% 


101% 


99% 


97% 


94% 


91% 


78% 


55% 



L'abreviation n.t. signifie non test6. 

Compte tenu de ces resultats, on a d6cid6 de retenir la concentration de 300n.g/ml, 
20 comme dose maximale, pour tester Factivite anti-proliferation du melange de 
madecassoside et de terminoloside. 
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b) Effet sur la proliferation cellulaire : 

Le principe du test repose sur 1'evaluation de la croissance de keratinocytes humains 
hyperproliferatifs en absence et en pr6sence du melange de madecassoside et de 
terminoloside. La mdthode est basee sur la mesure des densites cellulaires an niveau 
des cultures stimulees par le KGF ou par l'EHL. Les densites cellulaires sent 
appreci6es par un test colorimetrique au Rouge Neutre. L'absorbance des solutions est 
lue a 540 nm a 1'aide d'un lecteur de microplaque. 

4 concentrations du melange de mad6cassoside et de terminoloside ont ete test6es : 
Ci=10pg/ml C 2 =30ug/ml C 3 =100 ug/mIC 4 =300ug/ml 

b. 1) Stimulation par le KGF : 

On prepare 6 lots tests : 

Lot contrdle : cellules non stimulees ; 

Lot temoin KGF: cellules stimulees par KGF a une concentration de 
lOOng/ml ; 

4 Lots traites : cellules stimulees par KGF et traitees avec le melange de 
madecassoside et de terminoloside ; 

On mesure les densit6s otiques a t=0 jours, t=2 jours et t=5 jours. Les moyennes des 
densites optiques, D.O., sont converties en densites cellulaires, cellules/puits, a partir 
de ladroite de regression : D.O.=0,00355x(10 3 cellules/puits) + 0,0018 



Le tableau suivant regroupe les densites cellulaires enregistrees au bout de 2 et 5 y 
apres activation des cellules par le KGF. 
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Traitement 2 jours 


Traitement 5 jours 


Stimulation KGF 


Cellules/puits 


Croissance 
uciiuiaire 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


Temoin sans KGF 


56465 +/- 2486 




1 15802 +/- 988 




Temoin avec KGF 


85833 +/- 1742 


100% 


157616+/- 6359 


100% 


C, etKGF 


84388+/- 2616 


98%n.s. 


161354+/- 5165 


102% n.s. 


Q etKGF 


85304+/- 1312 


99% n.s. 


161248+/- 4232 


102% n.s. 


C 3 etKGF 


84317+/- 1444 


98% n.s. 


152081+/- 2536 


96% n.s. 


C 4 etKGF 


83259 +/- 1960 


97% n.s. 


150071 +/- 7087 


95% n.s. 



L'abreviation n.s. signifie que le resultat n'est pas statistiquement significatif. 

Les resultats obtenus ne montrent aucune modification significative de la croissance 
5 des cellules HaCaT stimul6es par le KGF, apres 2 ou 5 jours de culture en presence du 
melange selon rinvention. 

Stimulation par l'EHL : 

10 On prepare 6 lots tests : 

Lot controle : cellules non stimulees ; 

Lot temoin KGF : cellules stimulees par EHL k une concentration de 3nM soit 
90 ng/ml; 

4 Lots traites : cellules stimulees par EHL et traitees avec le melange de 
15 madecassoside et de terminoloside ; 

On mesure les densites otiques k t=0 jours, t=2 jours et t=5 jours. Les moyennes des 
densites optiques, D.O., sont converties en densites cellulaires, cellules/puits, k partir 
de la droite de r6gression : D.O =0,00458*(10 3 cellules/puits) + 0,041 

20 

Le tableau suivant regroupe les densites cellulaires enregistrees au bout de 2 et 5 jours 
apr&s activation des cellules par TEHL. 
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Traitement 2 jours 


Traitement 5 jours 


Stimulation EHL 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


Cellules/puits 


Croissance 
cellulaire 


T6moin sans EHL 






on "1 on t / OOA^ 

oyloU +/- 2202 




Temoin avec EHL 


875973 +/- 


100% 


157616+/- 
6359 


100% 


Ci etEHL 


76764 +/- 799 


101% n.s. 


114584+/- 
2463 


100% n.s. 


C 2 et EHL 


75891+/- 1190 


100% n.s. 


115539+/- 
1261 


101% n.s. 


C 3 et EHLF 


73408+/- 1690 


97% 
(p<0,05) 


112428+/- 
1548 


98% 
(p<0,05) 


C 4 et EHL 


72016+/- 1597 


95% 
(p<30,05) 


93355 +/- 1429 


82% 
(p<0,05) 



L'abreviation n.s. signifie que le r6sultat n'est pas statistiquement significatif. 
p<0,05 signifie que les resultats sont statistiquement significatifs, avec une erreur de 
0,05%. 

5 

Les resultats obtenus montrent une legere diminution de la croissance des cellules 
HaCaT stimul6es par l'EHL, apres 2 ou 5 jours de culture en presence du m61ange 
selon l'invention. Ce leger effet inhibiteur n'apparait qu'aux fortes concentrations. A 
300ug/ml, le melange de madecassoside et .de terminoloside reduit de 18% par rapport 
10 au temoin la croissance des cellules activees par l'EHL apres 5 jours de traitement. 

c) Conclusion : 

En conclusion, le KGF, a une concentration de 100 ng/ml, et l'EHL, a une 
15 concentration de 90ng/ml, stimulent la croissance des cellules HaCaT. 

Le m61ange de mad6cassoside et de terminoloside n'est pas capable, dans la gamme 
des concentrations testees, de moduler la croissance des cellules HaCaT stimulees par 
le KGF. 
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Le melange selon Pinvention est capable de moduler, de maniere dose-dependante, la 
croissance des cellules HaCaT stimulees par PEHL. Le melange de madecassoside et 
de terminoloside k la dose de 300jig/ml est capable de rSduire de 18% la croissance 
des cellules HaCaT stimulees par PEHDL 

5 

Exemple 5 : mise en Evidence de Pactivit6 apti-inflammatoire da melange de 
madecassoside et de terminoloside sur des keratinocytes humains en culture : 

10 Le sujet de cet exemple est d'evaluer Pactivite anti-inflammatoire du melange selon 
Pinvention sur la production et la lib6ration de cytokines epidermiques pro- 
inflammatories ; IL-lce et PGE-2, par des keratinocytes humains en culture, soumis a 
un stress irritatif. 

15 a) Etude de la cytotoxicity du melange de madecassoside et de 

terminoloside 

Cette etude de cytotoxicity a ete menee de la mdme maniere que dans Pexemple 4 et 
les memes resultats ont 6te obtenus. 
20 De plus, P etude de cytotoxicity a 6te completee par un essai sur keratinocytes humains, 
souche K02-1H4, afin de confirmer la non-toxicite des concentrations sur les cellules 
cibles. 

Une gamme de 8 concentrations, de 0,075 a 5 mg/ml, a ete etudiee. Le melange de 

madecassoside et de terminoloside prealablement solubilise dans du DMSO a ete 
25 ajout6 au milieu de culture aux concentrations choisies, la concentration finale en 

DMSO est de 1%. La viability cellulaire a ete effectuee par un test Rouge Neutre. 

Les resultats confirment la non toxicite des concentrations inferieures ou egales a 2,5 

mg/ml, apres 72 heures d'incubation. La plus forte concentration test6e, de 5 mg/ml, 

entraine une inhibition de 30% de la capture du Rouge Neutre. 
30 Le tableau ci-dessous regroupe les resultats. La viabilite cellulaire est exprimee en 

pourcentage de Pessai temoin. 
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Concentration 
(mg/ral) 


0,075 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


Viabilite (72h) 


98% 


96% 


102% 


96% 


93% 


98% 


95% 


70% 



Compte tenu de ces resultats, on a decide de retenir la concentration de lmg/ml, 
comme dose maximale, pour tester Pactivite anti-inflammatoire du melange de 
madecassoside et de terminoloside. 

5 

b) Activite anti-inflammatoire : 



Le principe du test repose sur 1'evaluation de la production de cytokines pro- 
inflammatoires par des keratinocytes humains, en reponse a un stress irritatif. La 
10 methode est basee sur la mesure du taux intracellulaire d'EL-la et du taux de PGE-2' 
libere dans le milieu extracellulaire par des keratinocytes cultives en absence et en 
presence du melange de madecassoside et de terminoloside et stimule par le PMA, I 
c'est-a-dire par le phorbol-1 ,2-myristate 1 3-acetate. 

La mesure du taux de PGE-2 liber6 dans le milieu extracellulaire est effectu6e selon les 
15 instructions fournies par les laboratoires R&D SYSTEMS®. La mesure du taux 
intracellulaire d'EL-la est effectuee selon les instructions fournies par les laboratoires 
IMMUNOTECH®. 

L'etude a 6t6 realisee sur des keratinocyres isol6s a partir de peau de prepuce de jeunes 
enfants, souche K02-1H4. 3 concentrations du m61ange de madecassoside et de 
20 terminoloside ont et6 testees : 

Ci=0,l mg/ml C 2 =0,5 mg/ml C 3 =1,0 mg/ml 

b.l> Lib6ration de PGE-2 : 

25 Le tableau suivant regroupe les taux de PGE-2, exprim6s en pg/ug de proteine, obtenu 
apres activation des cellules ainsi que les taux basaux. La production de PGE-2 induite 
par le PMA et l'activite anti-inflammatoire (par la suite denommee AAI) ont ete 
calcules pour chaque concentration selon : 
PGE-2 production = PGE-^vec PMA - PGE-2^ PM a 
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et AAI = [(PGE-2production ce n ules temoins - PGE-2productionceii n i« trait&sVPGE- 

2produCtionceiiules ttSmoins]* 100 



m61ange de 
madecassoside et 
de terminoloside 


0 mg/ml 
cultures temoins 


0,1 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


PGE-2 sans PMA 


4,96 +/-0,52 


4,96 +/- 0,52 


4,96+/- 0,52 


4,96+/- 0,52 


PGE-2 avec 
PMA 


39,34 +/-,2,64 


18,73+/- 0,67 


10,69 +/- 0,50 


6,60+/- 0,44 


PGE-2 
production 


34,38+/- 2,64 


13,77 +/- 0,67 


5,73 +/- 0,50 


1,64 +/- 0,44 


AAJ 


:(%) 


60% 


83% 


95% 



5 L'exposition des keratmocytes au PMA se traduit par une tres importante production et 
liberation de PGE-2 dans les milieux de culture des cultures temoins. En effet, le taux 
de base enregistre au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 8 apres 
stimulation par le PMA. Ces resultats confirment que PGE-2 est une cytokine dont 
1* expression, la production et la liberation peuvent Stre induites par un agent 

1 0 inflammatoire comme le PMA. 

Les taux de PGE-2 enregistres apres stimulation par le PMA au niveau des cultures 
traitees avec le melange de madecassoside et de terminoloside sont tres nettement 
inferieurs a ceux observes au niveau des cultures t6moins. Cet effet inhibiteur du 
melange selon l'invention vis-a-vis de la liberation du PGE-2 induite par le PMA est 

15 dose-dependant. Les differences enregistr6es au niveau des lots Cu C 2 , et C 3 se sont 
rev61ees statistiquement significative (p<0,01, test t de Student). La plus forte 
concentration du m61ange de madecassoside et de terminoloside testee, de 1 mg/ml, est 
capable d'inhiber totalement la production de PGE-2 induite par le PMA. 

20 b.2^ Production d'lL-laintracellulaire : 

Le tableau suivant regroupe les taux intracellulaires d'lL-la, exprimes en pg/fig de 
proteine, obtenu apres activation des cellules ainsi que les taux basaux. La production 
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de d'lL-la induite par le PMA et Pactivite anti-inflammatoire (par la suite d6nommee 
AAI) ont ete calculus pour chaque concentration selon : 
IL- la production = IL-la S vec pma - EL-lo^ans pma 

et AAI = [(IL-la productioncellules tfmoins - DL-lGf productioncellules traitdes)/ IL-la 
5 productioncellules t£moins] x 100 



melange de 
mad6cassoside et 
de terminoloside 


0 mg/ml 
cultures temoins 


0,1 mg/ml 


0,5 mg/ml 


1 mg/ml 


EL- la sans PMA 


2,88 +/- 0,23 


2,88+/- 0,23 


2,88 +/- 0,23 


2,88 +/- 0,23 


IL-laavecPMA 


12,11+/- 0,41 


8,94+/- 0,11 


6,86+/- 0,47 


4,70+/- 0,30 


EL- 1 a production 


9,23 +/- 0,41 


6,06+/- 0,11 


3,98+/- 0,47 


1,82+/- 0,30 


AAI 


(%) 


34% 


57% 


80% 



L'exposition des keratinocytes au PMA se traduit par une tres importante production et 

.»•"• 

liberation d'lL-ladans les milieux de culture des cultures temoins. En effet, le taux de 
10 base enregistre au niveau des cultures non stimulees est multiplie par 4 apres 
stimulation par le PMA. Ces resultats confirment que IL-la est une cytokine dont 
^expression, la production et la liberation peuvent etre induites par un agent 
inflammatoire comme le PMA. 

Les taux d'EL-la enregistres apr6s stimulation par le PMA au niveau des cultures 
15 traitees avec le melange de madScassoside et de terminoloside sont nettement 
inferieurs k ceux observes au niveau des cultures temoins. Cet effet inhibiteur du 
melange selon l'invention vis-a-vis de la production et de Faccumulation d'lL-la 
induite par le PMA est dose-dependant. Les differences enregistrees au niveau des lots 
Cu C 2 , et C 3 se sont rev61ees statistiquement significative (p <0,01, test t de Student). 
20 La plus forte concentration du melange de mad6cassoside et de terminoloside testee, de 
1 mg/ml, est capable de r6duire de 80% la production d'lL-la induite par le PMA. 
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c) Conclusion : 

L'activite miti-inflammatoire du melange de madecassoside et de terminoloside a 6te 
6valu6e sur un module in vitro par sa capacity a moduler la production de deux 
cytokines Spidermiques, PGE-2 et EL-lo, qui jouent un role cle dans les Stapes du 
processus inflammatoire. L' etude a 6t6 realisSe sur des cultures de k6ratinocytes 
humains normaux stimul6s par un agent irritant, le PMA. 

Cet exemple montre que le PMA, k une dose non toxique de lOng/ml, induit, d'une 
part, une tres nette augmentation du taux d'lL-lot intracellulaire et provoque, d'autre 
part, la production et la liberation de PGE-2 dans les milieux de culture. 
Le melange de madecassoside et de terminoloside est capable de reduire tres nettement 
la liberation du PGE-2 induite par le PMA. Le melange a la dose de 1 mg/ml est 
capable d > inhiber totalement la liberation de PGE-2. 

Le m61ange selon Tinvention est capable de moduler, de maniere dose-d6pendante, la 
production et l'accumulation intracellulaire dTL-lor induite par le PMA. 
Compte tenu du role important de ces deux cytokines dans le processus inflammatoire, 
la capacite manifestee par le melange de madecassoside et de terminoloside a moduler, 
de maniere dose-dependante, V expression et la liberation de PGE-2 ainsi que la 
production d'lL-lapar des k6ratinocytes stimules in vitro, peut etre consid6r6e comme 
une activite anti-inflammatoire. 

Exemple 6 : evaluation de Tactivite anti-inflammatoire du melange de 
madecassoside et de terminoloside sur des kferatinocvtes humains en culture : 



Le sujet de cet exemple est d'evaluer Pactivite anti-inflammatoire du melange de 
madecassoside et de terminoloside sur la production de TNF-a et de IL-8 induite par 
^interferon 7. 
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a) Etude de la cytotoxicity du m&ange de mad£cassoside et de 
terminoloside 

Cette etude de cytotoxicit6 a ete nien6e de la mSme manfere que dans Fexemple 4 et 
5 les mSmes r6sultats out 6t6 obtenus. 

Compte tenu de ces r6sultats, on a decide de retenir la concentration de lmg/ml, 
comme dose maximale, pour tester Factivite anti-inflammatoire du m61ange de 
mad6cassoside et de terminoloside. 

10 b) Effet de Pinterfferon-* sur la production de cytokines epidermiques 

L'etude est r6alisee sur des keratinocytes humains normaux. 

Les cellules sont d'abord traifc&es avec 4 concentrations d*interf6ron-gamma (EFN-y), 
pendant 24 heures. 

15 Ensuite, on mesure les m6diateurs de Tinflammation au niveau des cultures temoins et? 
traitees par EFN-y par un dosage d'IL-8 et de TNF-oc dans les surnageants de culture e£ 
par un dosage des proteines cellulaires. La methode de mesure utilisee est le test au 
bleu de Coomassie, c'est une methode normalisee. 

20 Les resultats sont donnes dans les tableaux suivants : 



EL-8 (pg/ngprot6ines) 


Temoin 


Jhterferon-y (U/ml) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 
Ecart-type 


0,077 
0,060 


0,980 
0,119 


1,301 
0,102 


1,991 
0,113 


2,917 
0,138 




TNF-a(pg/pg 
prolines) 


T6moin 


Interferon-7 (U/ml) 




0 


100 


500 


1000 


2000 


Moyenne 
Ecart-type 


3,260 
0,519 


3,198 
0,744 


8,605 
1,195 


10,773 
1,673 


14,545 
1,256 
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Les resultats obtenus montrent que Tinterferon, dans la gaxnme des concentrations 
testees, de 100 k 2000 U/ml, induit, de maniere dose-d6pendante, une nette stimulation 
de la production de TNF-a et de IL-8. La lettre U est Fabr6viation d*unite ; 1 U 
correspond k une unit6 d' interferons 
5 Dans le cas de la cytokine dpidermique TNF-a, le taux de base enregistr6 au niveau 
des cultures non stimul6es est multiplte respectivement par 3.3 et par 4.5 apr&s 
stimulation par l'interf6ron a 1000 et 2000 U/mL 

Dans le cas de la cytokine 6pidermique IL-8, le taux de base enregistre au niveau des 
cultures non stimutees est multipli6 respectivement par 26 et par 38 apres stimulation 
1 0 par V interferon a 1 000 et 2000 U/ml. 

Ces resultats confirment que Tinterferon est capable de stimuler r expression, la 
production et la Hb6ration de ces deux cytokines epidermique. Au vu de ces resultats, 
on a decide de retenir la concentration 1000 U/ml pour stimuler les keratinocytes. 

15 

c) Activite anti-mflammatoire du melange de mad6cassoside et de 
terminoloside 

I/etude est r6alisee sur des keratinocytes humains normaux. 
20 Les cellules sont d'abord traitees, pendant 48 h, avec le produit a Tetude avant 
induction du stress irritatif. 

Ensuite, un stress irritatif est induit par addition d'une solution d'interferon-gamma, 
EFN-Y- 

Les cellules ainsi activees sont incub6es pendant 24h en presence du produit a 1* etude. 
25 Enfin, on dose les taux d'IL-8 et de TNF-a dans les surnageants de culture et on dose 
aussi les proteines cellulaires. 

c.U Resultats sur la cytokine IL-8 : 

30 Les tableaux suivants regroupent les taux d'IL-8, exprim6 en pg/jig de prot6ines, 
obtenus aprfcs activation des cellules ainsi que le taux basal. L'activit6 anti- 
inflammatoire (AAI) a et6 calculee pour chaque concentration selon la formule : 
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A.A.I = [(IL-8( C el!ules temoins + TFN) ~~ JL-8( C e11ules traces + IFN)) I IL-8( ce llules temoins + IFN)]xl 00 

ol) Taux d'IL~8 dans les cellules traitees avec tin melange selon ^invention 



5 Les resultats, des 6chantillons de keratinocytes trait6s avec le m61ange de 
madecassoside et de terminoloside, sont donn6s dans le tableau suivant : 





Control 
sans IFN 


Temoin 
avec IFN 


IFN et mdlange de madecassoside et de tenninoloside 






0 mg/ml 


O.lmg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


1 mg/ml 


IL-8 (pg/ng 
prot.) 


0,06 +/- 
0,01 


1,03 +/- 
0,04 


0,72 +/- 
0,09 


0,53 +/- 
0,06 


0,39+/- 
0,03 


0,39 +/- 
0,02 . 


AAI 




31% 


49% 


62% 


63% 



Les resultats obtenus montrent une tres importante production et liberation de IL-8 
10 dans les milieux des cultures temoins apres stimulation par Tlnterferon 7, k une >jf: 
concentration de lOOU/ml. Le taux de base enregistre au niveau des cultures non 
stimutees est multiplie par 18 apres stimulation par PIFN-7. 

D' autre part, ces resultats montrent aussi une tres importante diminution, dose 
dependante, du taux de EL-8 au niveau des cultures traitees stimulees par l'IFN-7 La 

1 5 production de IL-8 induite par FinterfSron est tres nettement infSrieure & celle observee 
au niveau des cultures du lot t&noin. La plus forte concentration du melange de 
madecassoside et de terminoloside est capable d'inhiber de 63% la liberation de IL-8 
induite par l'IFN-7. Les differences enregistrees au niveau des lots CI, C2, C3 et C4 se 
sont r6v61ees statistiquement significatives (p<0.01, test t de Student) par rapport au lot 

20 temoin. 

c.2) Resultats sur la cytokine TNF-a : 
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Les tableaux suivants regroupent les taux de TNF-a (pg/mg proteines) obtenus apr&s 
activation des cellules ainsi que le taux basal L'activit6 anti-inflammatoire (AAI) a ete 
calculee pour chaque concentration selon la formule : 
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A.A.I - [(TNF-o^cciute i4 nioins + ifn)- TNF-q^ ccI i uIcs +IFN) )/ TNF-o^ ceIIules t4moins + 1 00 
a)Tauxde TNF-adatis les cellules traitees avec un melange selon I 'invention 



Les resultats, des echantillons de keratinocytes traites avec le melange de 
madecassoside et de terminoloside, sont donnes dans le tableau suivant : 





Control 
sans IFN 


Temoin 
avec IFN 


IFN et melange de madecassoside et de terminoloside 






0 mg/ml 


0.1 mg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


1 mg/ml 


TNF-a 
(pg/ug 
prot.) 


2,39 +/- 
0,16 


5,26 +/- 
0,31 


4,95 +/- 
0,22 


4,97 +/- 
0,24 


4,67 +/- 
0,15 


3,92 +/- 
0,10 


AAI 




6% 


6% 


11% 


26% 



Les resultats obtenus montrent une importante production et liberation de TNF-a dans 
les milieux des cultures temoins apres stimulation par l'Interferon y, a une 
concentration de lOOU/ml. Le taux de base enregistre au niveau des cultures non 
stimulees est multiplie par 2,2 apres stimulation par l'IFN-7, a une concentration de 
1000 U/ml. 

Les resultats obtenus montrent aussi une legere diminution, dose dependante, du taux 
de TNF-a au niveau des cultures traitees stimulees par ITFN-7. La plus forte 
concentration du m61ange de madecassoside et de terminoloside est capable d'inhiber 
de 26% la liberation de TNF-a induite par l'EFN-7. 

d) Conclusion 

L'activit6 anti-inflammatoire du melange de madecassoside et de terminoloside a 6te 
evaluee sur un modele in vitro par sa capacite a moduler la production de deux 
cytokines 6pidermiques, EL-8 et TNF-a, qui jouent un role cl6 dans les etapes du 
processus inflammatoire. L'etude a ete realis6e sur des cultures de keratinocytes 
humains nonnaux stimules par un agent irritant, PIFN-7. 
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Cet exemple montre que 1'IFN-y, h une dose non toxique de 1000 U/ml, induit, d'une 
part, une tr6s nette augmentation du taux d'EL-8 et provoque, d'autre part, la 
production et la liberation de TNF-adans les milieux de culture. 

Le m61ange selon l'invention est capable de moduler, de mani&re dose-dependante, la 
5 production et Faccumulation intracellulaire d'IL-8 induite par PIFN-7. Le melange k la 
dose de 1 mg/ml est capable d'inhiber de 63% la liberation de EL-8. 
Le melange de mad6cassoside et de terminoloside est capable de rSduire la liberation 
du TNF-a induite par 1'IFN-y. Le melange a la dose de 1 mg/ml est capable d'inhiber 
de 26% la lib6ration de TNF-ql 

10 

Si nous devions extrapoler les resultats obtenus en systeme clos, c'est-a-dire les tests 
effectues in-vitro, a des hypotheses de mecanisme d'activites cliniques effectives, in- 
vivo, nous pourrions objectiver les observations suivantes : 

Le TNF-a est un des activateurs de la production d'IL8, non seulement au niveau; 
15 keratinocytaire, mais aussi et surtout aux niveaux miacrophagiques et lymphocytairesr 

Le fait que le melange d'une part, ne diminue que partiellement I'expression du TNF- 
a, est, au dela de la moderation de I'expression de signaux inflammatoires, la 
manifestation d'un controle de Tactivite d'un systfeme immunitaire non d6prime 
20 puisque TNF-a remplit un r61e majeur dans le controle et la surveillance cellulaires de 
la peau, notamment de la phase apoptotique. 

D'autre part ce melange diminue I'expression d'IL8 avec pour consequence une 
attenuation du chimiotactisme des polynucleaires neutrophiles et basophiles et les 
consequences sur la diminution de la «pression» proteolytique, avec pour 
25 consequence, la moderation de la propagation du signal inflammatoire, et en outre, la 
diminution de la permeability vasculaire. Une autre cons6quence est la moindre 
activation en retour des lymphocytes T de la peau par IL8. 

30 
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Exemple 7 : effet du melange de madecassoside et de terminoloside vis-fr-vis de la 
production de SKALP par des keratinocytes humains : 

Le sujet de cet exemple est d'6valuer Pactivit6 anti-psoriasis du melange de 
5 madecassoside et de terminoloside sur Texpression de la cytokeratine 10, 
particulierement de TElafin, ci apres abr6g6es CK10 ou SKALP, par des keratinocytes 
en etat de differentiation. 

a) Etude de la cytotoxicity du melange de madecassoside et de 
10 terminoloside 

Cette etude de cytotoxicity a ete menee de la mfeme maniere que dans F exemple 4 et 
les m&mes resultats ont ete obtenus. 

Compte tenu de ces resultats, on a decide de retenir la concentration de lmg/ml, 
15 comme dose maximale, pour tester Pactivite anti-psoriasis du melange de 
madecassoside et de terminoloside. 

b) Expression de SKALP et differenciation des keratinocytes 

20 L' etude est realis6e sur des keratinocytes humains normaux. 

Les cellules sont mises en culture dans trois milieux differents : 

- Milieu de « proliferation » : milieu KGM avec gf, growth factor ou facteur 
de croissance, milieu supplemente en facteurs de croissance 

- Milieu de « differenciation normale » : milieu KGM sans gf, milieu deplete 
25 en facteurs de croissance 

- Milieu de « differentiation type psoriasis » : milieu KGM avec SVF, milieu 
supplement6 en serum de veau foetal, ci apres denomme SVF (5%). 

Ensuite, on mesure le taux de SKALP dans les milieux d'incubation des cellules 
cultiv6es pendant 72h dans ces differents milieux. Le test de mesure est le test ELISA 
30 decrit dans Skin pharmacollogy and applied skin physiology, 2002 ;1 5 : 152-261 . 
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Les r6sultats sont les suivants : 

1. Milieu KGM avec gf SKALP = 1.17 +/- 0.18 ng/ug proteines 100 

2. Milieu KGM sans gf SKALP = 1 .34 +/- 0.20 ng/ug prot6ines 115 

3. Milieu KGM avec FCS SKALP = 2.76 +/- 0.08 ng/ug prot6ines 236 

5 Les resultats obtenus montrent que l'expression de SKALP varie en fonction de l'etat 
de differenciation des cellules. La production de SKALP est tres nettement augmentee 
lorsque les cellules sont cultivees en milieu contenant du SVF. Le taux de SKALP en 
milieu de differenciation « type psoriasis » est multiplie par 2,4 par rapport au taux de 
SKALP enregistre en milieu de proliferation. 

10 

c) Effet « anti-psoriasis » des produits etudies 

Les conditions d'essai sont les suivantes: on met en culture des cellules en milieu 
de differenciation « normale », c'est-a-dire en milieu KGM sans gf, et en milieu de r 
15 differenciation «type psoriasis », c'est-a-dire en milieu KGM avec SVF, en absence,?' 
ce qui correspond au lot T6moin, et en presence du melange selon l'invention, pendant-' 
72h. 

On dose ensuite le taux de SKALP dans les surnageants de culture. On dose aussi les 
prot6ines cellulaires. 

20 

Les tableaux suivants regroupent les taux de SKALP, exprimes en ng/ug proteines, 
obtenus apres culture des cellules en milieu KGM sans gf et en milieu KGM avec FCS. 

a) Culture en milieu de Differenciation « normale » : Milieu KGM sans gf 

25 





KGM avec 
gf 


KGM sans 
gf 


KGM sans gf + melange selon l'invention 






Omg/ml 


O.lmg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


1 mg/ml 


SKALP 
(ng/ug 
prot.) 


1,17 +/- 
0,18 


1,34 +/- 
0,20 


1,01 +/- 
0,24 


1,15 +/- 
0,16 


1,05 +/- 
0,18 


0,53 +/- 
0,14 


SKALP PRODUCTION 


100% 


75% 


86% 


78% 


40% 
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Les resultats obtenus montrent une diminution du taux de SKALP au niveau des 
cultures traitees avec le melange selon Pinvention. Seule la diff6rence enregistree au 
niveau du lot C4 s'est r^velee statistiquement significative (p^O.Ol, test t de Student) 
par rapport au Temoin «KGM sans gf ». La plus forte concentration du melange de 
5 mad6cassoside et de tenninoloside est capable d'inhiber de 60% la s6cretion de 
SKALP en milieu de differentiation « normale ». 



P) Culture en milieu de Differentiation « type Psoriasis » : Milieu KGMavec FCS 





KGM avec 
gf 


KGM avec 
FCS 


KGM avec FCS + melange selon l'invention 






0 mg/ml 


O.lmg/ml 


0.25 mg/ml 


0.5 mg/ml 


1 mg/ml 


SKALP 
(ng/ng 
prot.) 


1,13 +/- 
0,19 


2,76 +/- 
0,08 


2,22 +/- 
0,24 


2,34 +/- 
0,12 


2,06 +/- 
0,15 


1,64+/- 
0,10 


SKALP PRODUCTION 


100% 


80% 


85% 


75% 


60% 
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Les resultats obtenus montrent une diminution dose-dependante du taux de SKALP au 
niveau des cultures traitees avec le melange selon P invention. Les differences 
enregistr6es au niveau des lots CI, C2, C3 et C4 se sont revelees statistiquement 
significatives (p<0.01, test t de Student) par rapport au Temoin « KGM avec FCS ». La 
15 plus forte concentration du melange de madecassoside et de terminoloside est capable 
d'inhiber de 40% la s6cr6tion de SKALP en milieu de differenciation «type 
psoriasis ». 

d) Conclusion 

20 

L'activite anti-psoriasis du melange de madecassoside et de terminoloside a et6 
evaluee sur un modele in vitro par sa capacite k moduler la secretion de SKALP, qui 
jouerait un role cle dans les maladies du type psoriasis. L' etude a ete realis6e sur des 
cultures de keratinocytes humains normaux dans differents milieux. 
25 Cet exemple montre que Pe>qpression de SKALP varie en fonction de Petat de 
diff6renciation des cellules et augmente trbs nettement dans un milieu «type 
psoriasis », c*est a dire contenant du FCS. 
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Le melange selon Pinvention est capable d'inhiber, de maniere dose-dependante, la 
. secr6tion de SKALP en milieu de dififerenciation « normale » et en milieu de 
differentiation «type psoriasis ». Le m61ange k la dose de 1 mg/ml est capable 
d'inhiber de 60% la secretion de SKALP en milieu de diffSrenciation « normale » et de 
5 40% la secretion de SKALP en milieu de diff6renciation« type psoriasis ». 

Compte tenu du rdle important de la secretion de SKALP dans le psoriasis, la capacit6 
manifestee par le melange de mad6cassoside et de terminoloside a moduler, de maniere 
dose-dependante, la secretion de SKALP par des keratinocytes dans differents milieux 
de differentiation in vitro, peut 6tre consid6ree comme une activite anti-psoriasis. 
10 Ce r6sultat demontre PefFet protecteur du m61ange selon 1'invention vis k vis des 
cellules epidermiques dans le contexte proteolitique caracterisant un modele de type 
psoriasis, selon un mode de desensibilisation cellulaire dans le contexte de la reaction 
hyperplasique inflammatoire. 

15 . I 

Exemple 8 : effete dii melange de madScassoside et de terminoloside siir 

'»-. 

Pactivation de NFkB dans des cultures de fibroblastes : 

Le « Nuclear factor-/cB » est un facteur de transcription qui gouveme V expression des 
20 genes codants les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance, les molecules 
d' adhesion cellulaire et certaines proteines k phase breve. NF/cB est active par 
plusieurs agents, incluant les cytokines, les radicaux libres, les particules inhalees, 
T irradiation ultraviolet, et des bacteries ou des virus. 

Les agents inflammatoires tels que le TNF-ce induisent la transcription de genes pro- 
25 inflammatoires-cibles via Tactivation, entre autres, du facteur de transcription NFkB, 
En conditions non stimulees, le facteur de transcription NFkB est li6 dans le 
cytoplasme a une proteine inhibitrice IkB. La liaison de TNF-oe a son recepteur conduit 
k la phosphorylation de ce complexe et a la dissociation de NFkB de Tinhibiteur. 
NFkB activ6 migre alors dans le noyau et se fixe sur une sequence promotrice, appelee 
30 sequence consensus NFkB, specifique des g£nes trans-actives par NFkB. Cette 
s6quence conduit k la transcription des g&ies-cibles. L'activation de NFkB peut done 
se mesurer en mettant en contact des extraits nucleaires stimulds ou non avec des 
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sequences oligonucleotidiques consensus NFkB immobilisees sur des supports et en 
quantifiant NFkB lie a Taide d'une methode immuno-enzymatique, telle que ELISA 
avec anticorps anti- NFkB. 

5 Cette 6tude permet d'evaluer les effets du m61ange selon rinvention sur Pactivation de 
NFkB en utilisant une methode sp6cifique tres sensible basee sur la mesure de la 
liaison du facteur de transcription NFkB a la sequence oligonucleotidique consensus 
immobilisee sur support plastique. NFkB lie est secondairement reconnu par un 
anticorps specifique anti-NFKB. 
10 Cet essai a ete realise sur des noyaux isol& de fibroblastes humains normaux. 

Le milieu de culture est le DMEM qui comprend : 
° Lrglutamine 2mM 

° peiricilline 50 Ul/ml streptomycine 50 jig/ml 
15 3 serum de veau foetal 10 % (v/v) pour la pre-culture puis passage 

en milieu sans serum 



Produits a Pessai 


Solution-stock 


Dilution 


Concentration finale testae 


Melange selon 
rinvention 


10 % dans milieu de 
culture 


Milieu de culture 


0.01 % 




References 


Solution-stock 


Dilution 


Concentration finale testee 


Betamethasone 
(Sigma D1756) 


10~ 2 MenDMSO 


Milieu de culture 


0.1 ixM 


Sulfasalazine 

(Sigma S0883, 
PM 398.4) 


lMenDMSO 


Milieu de culture 


5mM 



20 
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a) Etude de la cytotoxicite du melange de madecassoside et de 
terminoloside 

Cette 6tude de cytotoxicite a ete menee de la meme maniere que dans 1'exemple 4 et 
les memes resultats ont ete obtenus. 

Compte tenu de ces resultats, on a decid6 de retenir la concentration de 0,01%, comme 
dose maximale, pour tester l'activit6 anti-psoriasis du melange de madecassoside et de 
terminoloside. 



b) Traitements, extractions et dosages 

Les fibroblastes ont ete pre-cultives en flacons de 175 cm 2 en milieu DMEM a 10 % en 
volume de SVF jusqu'a confluence, puis le milieu de culture a et6 remplac6 par du 
milieu DMEM sans serum. 

Les cellules ont ensuite 6te cultiv6es en presence des produits a l'essai ou dei 
references pendant 1 heure. L'agent pro-inflammatoire « transforming growth factor 
alpha » (TNP-o^ a 25ng/ml final; Sigma T0157) a ensuite ete ajoute au milieu de 
culture et les cellules ont ete a nouveau incubees pendant 1 heure a 37°C et 5 % de 

co 2 . 

Apres incubation, les cellules ont 6te recoltees sur glace et les noyaux cellulaires des 
diff6rents echantillons ont et6 isol6s a l'aide du kit Sigma NUC-101 suivant le 
protocole preconis6 par le fournisseur. La quantite de proteines de chaque extrait de 
noyaux a ete determinee a l'aide du kit de dosage Biorad 500-01 16. 

La quantite de NFkB active, lie a l'oligonucteotide specifique, a et6 mesuree sur une 
meme quantity d'extrait nucleaire de chaque echantillon, soit 50 pi, dilue a moitie, 
apres revelation a l'aide d'un anticorps specifique anti-NF/cB. Ce dosage a ete realise a 
l'aide du kit de dosage Mercury transfactor NFkB, BD Biosciences K2058-1, selon le 
protocole preconis6 par le fournisseur. 
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c) Dosage de NPkB 



Les resultats sont donnes dans le tableau suivant : 



Traitement 


NFkB (UA) 


moyenne 


% temoin 


P 




10,71 








Temoin non traite 


8 39 
8,90 
10,19 


9,55 


100 


- 




0,00 








Controle sans TNF-a 


0 ft) 
0,62 
-0,21 


0,26 


3 


p<0 01 




4,93 








Sulfasalazine 5mM 


4,01 
2,88 
4,93 


4 19 

-r, I? 


44 


p<0 01 




10,94 








DexamethasoneO,l pM 


7,3 

9,90 

9,67 


9,46 


99 


p>0,05 




10,16 








M61ange selon Tinvention 
0,01% 


6,79 
9,63 
9,63 


9,05 


95 


p>0,05 



5 

UA represente les unites arbitraires de NFkB dans l'extrait, c'est la difference entre la 
valeur mesuree et le bruit de fond. 
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Le taux basal de NFkB dans les noyaux de fibroblastes est tres faible, cf contrSle sans 
TNF-a. 
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Le traitement par le TNF-a a 25 ng/ml a fortement active le facteur de transcription 
NFkB, d'un facteur 37 environ par rapport au contrSle sans TNF-a. Des contrdles 
utilisant un exces d'oligonucleotide ont permis de montrer que la quasi-totalite de la 
reponse observee etait specifique de la liaison de NFkB. 

La sulfasalazine a 5mM, inhibiteur de r6ference de la translocation de NFkB, a 
nettement reduit l'activation du facteur de transcription NFkB induite par le TNF- 
a, 44 % du temoin avecTNF-a, p<0,01. 

La dexamethasone a 0.1 uM, n'a pas inhibe la translocation nucleaire de NFkB induite 
par le TNF-a. En faits, la dexamethazone reprime la trans-activation des genes induite 
par NFkB, mais n'inhibe pas l'activation de NFkB et sa translocation vers le noyau. II 
y a ainsi un effet inhibiteur de la transcription mais pas d'effet sur la translocation de 
NFkB ; Taction de la dexamethazone a lieu au niveau nucleaire, via le r6cepteur aux 
glucocorticoTdes, elle est done posterieure a Taction de la sulfasalazine. 

Le produit selon l'invention teste a 0.01 % n'a pas modifie de fa9on significative 
l'activation de NFkB induite par TNF-a , 95 % du t6moiri. Ce resultat n'excliit pas une 
activit6 anti-infiammatoire via un autre mecanisme 

d) Conclusion 

La non ingerence du mad6cassoside et de son isomere dans l'activation du NFkB a 
pour consequence la transcription autoris6e des ligands, tels que les cytokines et les 
chimiokines, inflammatoires qui rendent la cellule operationnelle dans un cas 
d'agression antigenique pathogene. 

Le mad6cassoside et son isomere n'ont aucune interaction avec ou contre l'activation 
du NFkB produit par les fibroblastes. 

La moderation des ligands inflammatoires dans les dereglements auto-immuns, IL1, 
EL8, TNF-a, PGE2 au niveau membranaire, indique que le madecassoside et son 
isomere agirait plus au niveau transductionnel (meilleure tolerance en cas de derive 
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inflammatoire), et au niveau des syst&mes d'expression et/ou de synthese 
prot&nes, peptides, ou autres ligands (moindre expression intra-cellulaire des EL). 
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Revendications 

1. Procede de preparation d'un extrait de Centella asiatica contenant un m61ange 
de madecassoside et de terminoloside, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) extraction des parties aSriennes de Centella asiatica au moyen d'un 
solvant alcoolique ; 

b) passage sur resine anionique de la solution alcoolique obtenue a l'etape 
a); 

c) delipidation s61ective par extraction liquide/liquide de 1'eluat obtenu a 
l'etape b) ; 

d) concentration de la phase hydro-alcoolique delipidee jusqu'en phase 
aqueuse avec filtrations successives ; 

e) passage successif sur resine cationique puis sur resine anionique de la 
phase aqueuse obtenue a l'etape d) ; 

f) stabilisation de la phase aqueuse obtenue a l'6tape e) par addition 
d'alcool ; 

g) chromatographie selective de la phase hydro-alcoolique pre-purifiee 
obtenue a l'etape f) ; 

h) recuperation du melange de madecassoside et de terminoloside dans sa 
forme finale. 

2. Procede d'extraction selon la revendication 1, caracterise en ce que la resine 
anionique utilisee a l'6tape b) est une resine anionique forte avec des 
groupements fonctionnels du type ammonium quaternaire. 

3. Proc6de d'extraction selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la resine cationique utilisee a l'etape e) est une resine 
cationique forte avec des groupements fonctionnels du type sulfonates. 

4. Procede d'extraction selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracteris6 en ce que la resine anionique utilisee a l'etape e) est une resine 
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anionique forte avec des groupements fonctionnels du type ammonium 
quaternaire. 

5. Proc6de d'extraction selon Tune quelconque des revendications prtcedentes, 
5 caract&ise en ce que le solvant utilis6 lore de la chromatographie selective est un 

melange d'eau et d'6thanol dans des proportions eau/ethanol variant de 50/50 a 
90/1 0 en volume / volume. 

6. Proc6de d'extraction selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterise en ce que la phase stationnaire utiliste lors de la chromatographie 

selective est une phase stationnaire apolaire, notamment une phase stationnaire 
constitute de silices apolaires greffees, les greffons apolaires ayant 2 & 18 atomes 
de carbone. 

15 7. Procede d'extraction selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le melange de madecassoside et de terminoloside est obtenu 
avec une purete superieure a 95% en masse par rapport au poids de Textrait. 

8. Extrait de Centella asiatica susceptible d'etre obtenu par le procede selon Tune 
20 quelconque des revendications 1 a 7, contenant plus de 95% en masse d'un 

melange de madecassoside et de terminoloside. 

9. Extrait de Centella asiatica selon la revendication 8 caracteris6 en ce que le 
melange a un rapport massique en madecassoside : totum compris entre 30% et 

25 70%. 

10. Extrait de Centella asiatica contenant plus de 95% en masse d'un melange de 
madecassoside et de terminoloside, dans un rapport massique en madecassoside : 
totum exprim6 en masse compris entre 30% et 70%, en tant qu'agent anti- 

30 inflammatoire. 
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11. Medicament comprenant un extrait de Centella asiatica selon l'une quelconque 
des revendications 8 a 9 et un support pharmaceutiquement acceptable. 

12. Medicament selon la revendication 10 destine a reguler les mecanismes 
inflammatoires. 

13. Medicament selon l'une quelconque des revendications 10 a 12 destine au 
traitement des maladies auto-immunes, des maladies inflammatoires chroniques 
ou des maladies intestinales. 

14. M6dicament selon l'une quelconque des revendications 10 a 13 destin6 au 
traitement du psoriasis, du vitiligo, du pityriasis, des sclerodermies, des 
dermatoses bulleuses ou de rarthrite rhumatoide. 

15. Medicament selon l'une quelconque des revendications 10 a 14 destine a la 
prevention et au traitement des derives inflammatoires chromques, liees au 
vieillissement et ses cons6quences. 

16. Medicament selon la revendication 15 destine a la prevention et au traitement des 
maladies choisies parmi les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies 
pigmentaires de la peau, Thypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 



17. Medicament selon la revendication 15 destine a reguler l'homeostasie tissulaire 
dermique. 

18. Composition cosmetique comprenant un extrait de Centella asiatica selon l'une 
quelconque des revendications 8 a 9 et un support cosmetiquement acceptable 

1 9. Utilisation cosm6tique de la composition selon la revendication 1 8, pour prevenir 
toute derive pathologique auto-immune pouvant resulter du vieillissement de la 
peau. 
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20. Utilisation cosm6tique de la composition selon la revendication 18 ou de Textrait 
selon Tune quelconque des revendications 8 k 10, pour retarder le vieillissement 
naturel de lapeau. 

5 

21. Utilisation cosmetique de la composition selon la revendication 18 ou de Textrait 
selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, pour prevenir le vieillissement 
acc61ere de la peau soumise aux agressions exterieures, notamment pour prevenir 
le vieillissement photo-induit de la peau. 
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